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第1節 緒言 
アセチルコリンは、覚醒、注意、記憶学習等に関わる重要な神経伝達物質である。海馬は
記憶学習において重要な役割を果たす脳器官であるが、前脳基底部から海馬にアセチルコ
リン作動性神経の投射があり、海馬内にアセチルコリンが放出されている。アセチルコリン
及び関連する神経同期活動について、記憶学習等の脳機能への関与が明らかにされてきて
いる。また海馬は、高頻度で発症する神経疾患であるてんかんの発生源となりやすい器官で
あり、てんかんにおけるコリン作動性システムの関与についても多くの研究がなされてい
るが、統一された見解はまだ得られていない。てんかんの発生時には記憶障害になることが
報告されている。 
てんかんの原因には様々なものがあるが、共通する神経機構として、神経細胞の異常な同
期活動によっててんかんが生じると考えられている。てんかんは罹患率が高く、しばしば重
篤となる疾患であることから、てんかんにおける神経細胞の同期発火を制御することは重
要な課題と言える。てんかんの神経機構の研究においてよく用いられている脳スライス標
本では、生体の脳波で観察されるてんかん波を再現するてんかん様発火を誘導する各種の
方法が考案されている。本研究では、そのような方法の 1 つである GABAA受容体の阻害に
よって抑制性神経の活動を減弱させる脱抑制てんかんモデルを用いて、海馬におけるてん
かんとアセチルコリン受容体活性化の影響について研究を行った。背景として、海馬スライ
スでは in vivo と同様に、アセチルコリン受容体の活性化によって周波数や振幅の異なる幾
つかの種類の神経振動現象が生じることが分かっている。この神経振動現象は周期的な神
経細胞の同期発火によるものと考えられており、アセチルコリン受容体の活性化が神経同
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期活動と強い関わりを持つことが示唆される。またコリン性システムとてんかんの関連に
ついての研究では多くの異なる結果が報告されているものの一部にはコリン性システムを
介したてんかん抑制の報告があることから、海馬におけるアセチルコリン受容体活性化が
てんかんにおける神経細胞の同期発火に影響を与え、それがてんかん抑制につながる可能
性があるのではないかと考えた。 
そこで、本研究では海馬スライスを用いて細胞外電位記録を行い、海馬におけるアセチル
コリン受容体の活性化が、GABAA 受容体の Cl-チャネルを阻害する薬物であるピクロトキ
シンにより誘導されるてんかん様発火にどのような影響を与えるかを検討した。特にアセ
チルコリン濃度及びそれに伴うアセチルコリン受容体の活性化に着目した。アセチルコリ
ン受容体作動薬であるカルバコールを様々な濃度で投与し、海馬 CA3 領域におけるてんか
ん様発火の変化を観察した。結果として、カルバコールは相対的低濃度と相対的高濃度にお
いててんかん様発火に異なる影響を与えた。海馬スライスにおいて、アセチルコリン受容体
活性化の度合いが低い間はてんかん様発火の周波数が増加する一方で振幅は減少した。ア
セチルコリン受容体の活性が上がってくるとてんかん様発火がカルバコール誘導振動に置
き換わる事が明らかになった。またその神経機構について、海馬 CA3 神経回路内のシナプ
スにおける集合興奮性シナプス後電位（pEPSP）の減少が関与している可能性があると考
え、CA3 リカレント線維における pEPSP を測定し、アセチルコリン受容体の活性化により
pEPSP が減少することを明らかにした。また、てんかん様発火とカルバコール誘導振動の
間で信号の伝播に違いがあると予測して、CA3 領域で 2 点記録を行いてんかん様発火及び
カルバコール誘導振動の伝播特性を調べた。その結果、カルバコール誘導振動に比べててん
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かん様発火の方で伝搬速度が大きいことが明らかになった。これらの結果から、てんかん様
発火とアセチルコリン受容体活性化との関わりについて考察し、特に神経同期性の面から
てんかん様発火抑制の可能性について検討する。 
 
第2節 海馬の構造 
海馬体（hippocampal formation）とは大脳辺縁系に属し、大脳皮質側頭葉内側に位置す
る弓型の脳構造である。海馬体は、アンモン角（Cornu Ammonis；CA）、歯状回（Dentate 
Gyrus; DG）、及び海馬台（subiculum）を含む構造であるが、海馬（hippocampus）とい
う用語はアンモン角のみ、またはアンモン角と歯状回を合わせた部分を指して用いられる
ことが多い。海馬は、その特徴として明瞭な神経細胞の層構造を有している。海馬を長軸方
向に垂直に切断したとき、その断面には神経細胞の細胞体が層を形成し、大小 2 つの馬蹄
形を互いに噛み合わせたような構造が見られる（図 1-2）。背側の大きな馬蹄形がアンモン
角の錐体細胞層であり、錐体細胞（pyramidal cell）が層を成している。アンモン角は、CA1
から CA4 の 4 つの領野に分けられており、CA2～CA4 は大型の錐体細胞から成り、背側の
CA1 では小型の錐体細胞がより密に存在している。またアンモン角は、表層から(1)白板、
(2)上昇層、(3)錐体細胞層、(4)放線層、(5)網状層、(6)分子層の 6 層に分けられる。本研究で
は CA3 錐体細胞層及び放線層で細胞外電位記録を行ったが、主として錐体細胞層には海馬
錐体細胞の細胞体が含まれ、放線層には海馬錐体細胞の頂上樹状突起、歯状回から伸びる苔
状線維（mossy fiver）及び CA3 の連合線維が含まれている。腹側の小さな馬蹄形は歯状回
と呼ばれ、歯状回は、(1)分子層、(2)顆粒細胞層、(3)多形細胞層の 3 層に分けられ、顆粒細
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胞層には主に顆粒細胞（granule cell）と呼ばれる、細胞体が球形の細胞が存在する。 
 
 
The Synaptic Organization of the Brain, Oxford University Press (2003)を参考に作成 
図１－１ ラットの海馬 
 
 
図１－2 海馬スライス 
 
海馬体における基本的な情報伝達経路として、内嗅領皮質（entorhinal cortex）より入力
され海馬台を通じて出力される一方向性の主要な神経回路が存在する。内嗅領皮質からの
情報は貫通枝（perforant path）を通じて海馬へ入力される。貫通枝は歯状回の分子層に伸
CA1 
CA3 
DG 
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びて顆粒細胞の樹状突起にシナプスを形成し、顆粒細胞はその軸索である苔状線維を CA3
錐体細胞へ伸ばしている。CA3 錐体細胞は、シャーファー側枝（schaffer collateral）を通
じて CA1 錐体細胞に投射している。そして、CA1 錐体細胞は内嗅領皮質及び海馬台に投射
しており、海馬内を巡って修飾を受けた情報が他の脳領域へと出ていく。3 シナプス回路と
呼ばれるこの「内嗅領皮質－（貫通枝）－歯状回顆粒細胞－（苔状線維）－CA3 錐体細胞－
（シャーファー側枝）－CA1 錐体細胞」の神経回路では、神経伝達物質としてグルタミン
酸を用いており、興奮性の神経回路が形成される。主要細胞である錐体細胞や顆粒細胞とい
った興奮性細胞に加えて、海馬にはシナプス入力を受けた細胞に対し抑制性シナプス後電
位（inhibitory postsynaptic potential；IPSP)をもたらす抑制性介在神経細胞も存在する。
海馬の抑制性介在細胞は、抑制性神経伝達物質であるγ-アミノ酪酸（GABA）の放出によ
りシナプス入力を受けた神経細胞を抑制する。IPSP は主に Cl-チャネルによっていること
が明らかになっている。錐体細胞や顆粒細胞から入力を受けた介在細胞は他の錐体細胞・顆
粒細胞に対してフィードフォワード的に抑制をかける。また入力を与えた錐体細胞に反回
抑制をかける抑制性介在細胞も存在する。こうした神経回路網を通じて海馬は複雑な情報
を適切に処理している。 
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第3節 海馬の果たす役割 
海馬が記憶学習において重要な役割を果たしていることは、今では臨床例及び動物実験
における様々な知見から明らかになっている。難治性てんかんの治療のために両側側頭葉
内側部（扁桃体、海馬傍回、海馬前方 2/3）の切除術を受けた H.M 氏が重度の順向性健忘
を呈した症例が 1957 年に報告された。H.M 氏は術後の記憶ができず術前 3 年ほど前まで
の出来事も思い出すことができなかったが、それ以前の記憶は保たれていたことから、海馬
は記憶が一時的に保持される場所であることが示唆された。その後、海馬と記憶の関係につ
いての研究は進み、海馬が短期記憶を司る場所であることが明らかになった。大脳皮質に入
力された情報は内嗅領皮質から海馬体へ入力され、海馬内神経回路で修飾を受け、再び内嗅
領皮質を通って大脳皮質へ送られ長期記憶として蓄えられると考えられている[1]。海馬が
損傷しても手続き記憶には影響が見られないことから、海馬は手続き記憶には関わってお
らず、主に陳述記憶に関与していることが示唆されている。ラットにおいては、海馬の損傷
により空間学習が阻害される傾向が顕著であり、水迷路を用いた実験では、海馬を損傷する
と空間学習能力が低下することが示されている[2]。 
 
第4節 海馬におけるアセチルコリンの働き 
海馬への求心性経路としては、先に述べた貫通枝を通じた内嗅領皮質からの入力の他に、
前脳基底部（主として中隔核／ブローカー対角体）から海馬への投射経路を通じたアセチル
コリン入力、また青斑核からのノルアドレナリン及び縫線核からのセロトニン入力などが
ある。アセチルコリンは中枢神経系の幅広い領域で覚醒、注意、記憶学習といった様々な脳
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機能に関与する重要な神経伝達物質であり[3][4]、海馬においても特に記憶学習との関連の
観点から注目されてきた。中隔核／ブローカー対角体に存在するコリン作動性神経は、CA1、
CA3 及び歯状回に投射しており、海馬内にアセチルコリンを放出する[5]。 
 
図１－３ 中隔核から海馬へのアセチルコリン作動性神経の投射 
 
アルツハイマー型認知症では、前脳基底部において中隔核、ブローカー対角体及びマイネ
ルト基底核のコリン作動性神経に変性や脱落が生じることが報告されている。その結果皮
質におけるアセチルコリン合成酵素活性及びアセチルコリン分泌量の低下が見られる。こ
のようなコリン作動性神経の変性がアルツハイマー型認知症における記憶学習障害を引き
起こしているとするコリン仮説は広く受け入れられており、コリン分解酵素阻害剤である
ドネペジル等が認知機能衰退の進行抑制のために用いられている。ラットを用いた実験に
おいても、学習中に海馬におけるアセチルコリン分泌量が増加すること、ならびにアセチル
コリン受容体の阻害によって興奮性シナプス及び抑制性シナプスの可塑性が阻害され、回
避学習が阻害されたことが報告されている[6]。こうした結果から、記憶学習にはアセチル
コリン受容体の活性化が重要であることが示唆される。 
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アセチルコリン受容体には、ムスカリン性アセチルコリン受容体とニコチン性アセチル
コリン受容体の 2 種類が存在する。前者は代謝型受容体であり、後者はイオンチャネル共
役型受容体である。ムスカリン性アセチルコリン受容体には M1-M5 の 5 つのサブタイプが
知られている。細胞内セカンドメッセンジャー経路は GTP 結合タンパク質を介しており、
M1、M3、M5 サブタイプにおけるシグナル伝達は Gq ファミリーG タンパク質を介して起
こり、イノシトール 1,4,5-3 リン酸（IP3）とジアシルグリセロール（DG）を生成する。生
成した DG が細胞内 Ca2+によってタンパクキナーゼ C(PKC)を活性化し K(M)チャネルを
リン酸化し K(M)チャネルを閉じ、膜を脱分極させる。M2、M4 サブタイプは、Giファミリ
ーG タンパク質を介して、アデニル酸シクラーゼを抑制し、その結果、cAMP を減産させ
る。一方で、ニコチン性アセチルコリン受容体は Na+チャネルと共役しており、5 つのサブ
ユニットから出来ている。 
 
第5節 神経細胞の同期発火とアセチルコリン 
 アセチルコリンは、脳における神経細胞の周期的な同期発火（神経振動現象）にも寄与し
ている。神経振動現象は様々な異なる周波数帯域の脳波として計測される。ヒトでは、θ波
（4-8 Hz）、α波（8-13 Hz）、β波（13-35 Hz）、γ波（> 35 Hz）などが知られており、そ
れぞれの脳波はヒトの行動や精神状態と高い相関を示す。げっ歯類の海馬では、θ波（4-12 
Hz）β波（13-30 Hz）、γ波（> 30 Hz）などが観察される（表 1-1）。 
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表１－１ ラットの脳で観察される様々な脳波 
 
特にθ波やγ波といった神経振動現象はその発生にアセチルコリンが関与していること
が示唆されている[10][11]。神経振動については、その記憶学習への関与が多くの研究で示
されており、例えばラットの実験において、新規物体学習において、海馬の CA3－CA1 間
における低周波γ帯域でのコヒーレンスの増大、ならびにθ波の波形の変化が新規物体学
習の高成績と関連していたことが報告されている[12]。β波領域については匂い学習等に関
与することが示唆されている[8]。近年、ラットを用いた匂いと場所の連合課題の学習実験
において、海馬 CA1 遠位部及び内嗅領皮質外側部に 20～40 Hz の神経振動が生じ、学習の
進行に伴って両部位の神経振動が同期してくることが報告された[13]。神経細胞間また異な
る脳領域間といった異なる階層における同期的活動、そして同期的活動と個々の神経細胞
の発火との関連といった情報が、脳機能において重要な役割を果たしていると考えられて
いる。 
 皮質や海馬の錐体細胞は形態が異なった突起が細胞体から逆方向に伸びており、多くの
細胞が平行に並んで存在する構造をとっている。このような細胞が同期的に活動すると、各
細胞の生成する電場が加算されて大きな細胞外電場ができる。このような配置を開放場配
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置と呼び、開放場配置をとるニューロン群の同期的な活動の結果として細胞外記録法にお
いて電場電位を記録することができる[14][15]。脳波がその代表的な記録法であるが、本実
験で用いている細胞外記録法も同様の原理に従うものと考えられる。細胞外記録法におい
てニューロンの集団的活動が総和としてどのように記録されるかを概観しておく。頭皮上
から得られる脳波において皮質の錐体細胞を例とした図を 1-4 に示す[16]。6 つの錐体細胞
を例としているが、1～6 までの錐体細胞が個々バラバラのタイミングで発火している非同
期入力の状態では総和として脳波の振幅は小さくなる。一方、すべての錐体細胞が同期して
発火している同期入力の状態では短時間に多くの細胞が同期発火するため総和として脳波
の振幅は大きくなる[16]。 
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図１－４ 同期的活動による大きな脳波信号の発生 
本図は参考文献[16] p.455 より改変した。頭皮上から得られる脳波信号と個々の皮質錐体
細胞との関係を示している。黄色三角は皮質錐体細胞の細胞体を示し、6 つの錐体細胞に
①から⑥までの番号を振っている。非同期入力および同期入力時の個々の錐体細胞の応答
と総和としての脳波との関係を右に示す。 
 
 
脳波では、同期入力から非同期入力の方向へ進むことを皮質脳波の非同期化と呼んでお
14 
 
り、この過程では脳波の低振幅速波化が進む[17]。てんかん波のような同期性の高い状態か
ら完全に非同期の状態の間には幅があるが、θ波等の神経同期振動はその間に存在すると
考えられる。開放場配置をとる多数のニューロンが同期して律動を示すときに、細胞外記録
において神経振動現象として観察される。海馬は神経振動現象が顕著に見られる部位であ
り、海馬の機能においてニューロンの同期的活動が重要な役割を果たしていることが示唆
される。 
 
第6節 海馬とてんかん 
 記憶学習への海馬の関与について様々な研究が進められているが、海馬はてんかん研究
においても重要な研究対象となってきた。てんかんとは、大脳ニューロンの過剰な発射に由
来する反復性の発作（てんかん発作）を特徴とする慢性の脳疾患であり、全人口の約
0.4~0.9%が罹患すると言われている。てんかん患者においてはてんかん波と呼ばれる異常
脳波が観察される。海馬は他の脳領域と比較しててんかんの発作閾値が低く、てんかんの焦
点になりやすい部位であることが知られている[18]。 
 てんかん発作には、局所的に始まる部分発作と全般発作とがある。部分発作は運動皮質な
ど一つの焦点から発生し、そのうち単純部分発作では運動野や感覚野などに異変が生じる
が意識は保たれる。これに対して複雑部分発作では運動野の異常や発作時の記憶障害、意識
の変容などが見られる。この複雑部分発作は、側頭葉の異常発火により生じることが多いと
されており、側頭葉てんかんは臨床例及び動物において海馬硬化等の神経病理的変性と強
く関連づけられている。全般発作は、異常発火が両半球を巻き込み広範囲にわたる同期的な
15 
 
神経活動が生じるという点で部分発作とは異なり、特に大発作と言われる強直・間代発作
（tonic-clonic seizure）では、痙攣や意識の消失といった症状を呈する。てんかんは神経細
胞の過剰なあるいは同期性の異常活動により引き起こされると考えられており[19][20]、患
者の生活の質や生命さえも脅かす疾患である。 
 てんかん治療としては、主として投薬が行われる。抗てんかん薬として N+チャネルを抑
制するもの、Ca2+チャネルを抑制するもの、GABA による抑制を強めるものなど様々な薬
剤が用いられているが、てんかん発作をコントロールできるのは全体の約 70～80%である
と言われている。側頭葉てんかんは発生頻度が高く、海馬硬化を伴う内側側頭葉てんかんは
難治性であることから、その機序のさらなる解明と治療法の確立が必要とされている。てん
かん研究の動物実験モデルとして、海馬や扁桃体などに埋め込んだ電極で高頻度刺激を行
うキンドリング、薬物投与ならびに細胞外イオン濃度の操作等、各種のモデルが確立され研
究に用いられている。てんかんが生じる原因は腫瘍、脳損傷、遺伝的要因など様々であるが、
脳内において興奮性入力と抑制性入力のバランスが崩れるという仮説が考えられている。
上記のてんかんモデルにおいても、例えば抑制性神経の働きを抑える、細胞膜電位を上昇さ
せるといった方法で、興奮性が高まるもしくは抑制性が減弱することによって両者のバラ
ンスが崩れててんかんが生じると考えられる。 
 てんかん患者においては複数の異なる特有の脳波が観察される。発作間欠期（interictal 
state）には interictal 波と呼ばれる周期的な脳波が見られ、発作（ictus）時には ictal 波と
呼ばれるより長く持続する群発放電が見られる。また近年では ictal 波に先行して pre-ictal
波と呼ばれる振幅が大きく伝播速度が速い脳波が海馬台で観察されることも示されており
16 
 
[21]、interictal 波から ictal 波への移行の鍵を握っているのではないかという考えも提案さ
れている。発作間欠期に生じる interictal 波についてその明確な位置づけはまだ明らかでは
ないが、ラットの実験において海馬における interictal 波が記憶の想起を阻害したという報
告がある[22]。ヒトでも、てんかん発生時に記憶障害が起こる事が報告されている。 
 てんかんの一般的な発生機序としては、次のように考えられている。細胞外で見られるて
んかん波と対応して、細胞内において発作性脱分極シフト（paroxysmal depolarizing shift；
PDS）と呼ばれる大きな持続する脱分極が観察される[23]。これは giant EPSP と呼ばれる
EPSP に始まり、20-40 mV もの脱分極が起こり非常に速い活動電位のバーストを生じさせ
る。giant EPSP はグルタミン酸に依存するものと考えられている[23]。海馬スライスにお
いて、GABAA受容体を抑制する脱抑制てんかんモデル、興奮性を上げるてんかんモデル（細
胞外高カリウム、低マグネシウムなど）及び K+チャネルブロッカーである 4-アミノピリジ
ン（4-AP）によるてんかんモデルといった様々なモデルにおいて PDS が共通して見られる
ことが明らかになっており[24]、てんかん発生の鍵を握っているものと考えられている。 
 
第7節 アセチルコリン受容体とてんかん 
 アセチルコリン受容体は脳内で記憶学習を含む様々な機能において重要な役割を果たし
ているが、過剰なコリン受容体の活性は神経細胞の興奮性を異常に上昇させ、てんかんを引
き起こすことが知られている。例えば、アセチルコリン受容体作動薬であるピロカルピンが
側頭葉てんかんのモデルとして用いられており、動物においてピロカルピンによる過剰な
アセチルコリン受容体の活性化がてんかん重責状態を誘発する[25]。生理的条件下において
17 
 
もアセチルコリン濃度及びアセチルコリン受容体の活性は行動状態や睡眠ステージ等によ
って変化すると考えられ、コリン性システムのてんかんへの関与については様々な研究に
よって異なる結果が報告されており一致した見解が得られているとは言い難い状況である。 
アセチルコリンにより海馬におけるてんかんが促進されたという結果もあり[26]、また他
の研究では、中隔－海馬コリン性システムと抗てんかん作用の関連を示唆する結果が報告
されている。例えば、ラットの海馬キンドリングにおいて中隔コリン性ニューロンの破壊が
てんかんを促進したという報告がある[27]。加えて、ラットの中隔へのコリン作動薬の微量
注入又は電気刺激による中隔－海馬コリン性システムの活性化が海馬θ波を発生させ、そ
れによりてんかん発作及びてんかん波が抑制されたという結果が報告されている[28][29]。
これらのθ波によるてんかん抑制の研究は、逆説睡眠（REM 睡眠）時などθ波が顕著に観
察される行動状態ではてんかん発作が起こりにくいことに着目している。REM 睡眠時や覚
醒時にはてんかん発作が起こりにくく、徐波睡眠時にはてんかん発作が起こりやすいとい
うことが知られていたが[17]、REM 睡眠時や覚醒時はθ波が発生しやすく、徐波睡眠時に
はθ波が見られないことからθ波によるてんかん抑制効果について検討された。 
これらの行動状態については、REM 睡眠時や覚醒時にはθ波の発生とともに海馬のアセ
チルコリン濃度が高くなり、徐波睡眠時には最も低くなるという結果も報告されている
[30][31]。表 1-2 にこの関係をまとめて示す。 
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表１－２ てんかん発作の発生率 
 
これまでてんかんへのアセチルコリン受容体の関与について異なる結果が得られている
ことから、アセチルコリン受容体活性の変化に起因しててんかんに対する影響が異なる可
能性が考えられる。 
 
第8節 本研究の目的 
 アセチルコリン受容体作動薬であるカルバコールの投与により、海馬スライスにおい
て周波数や振幅の異なるいくつかの神経振動が誘導され、また神経振動はカルバコール濃
度依存的に変化することが報告されている[32]。この結果は、アセチルコリン受容体の活性
化が海馬スライスにおいて振動を生み出す神経ネットワークの活動を大きく変化させ、そ
の活性化の程度が神経の同期的振動において重要な意味を持つことを示唆している。てん
かん抑制の可能性について検討するに当たって、海馬におけるアセチルコリン受容体活性
化と神経細胞の同期性との関係を明らかにすることは重要と考えられるが、それについて
はまだ不明な部分が多い。海馬スライスではてんかん様発火を誘導する手法も確立されて
19 
 
いるため、本研究では海馬スライスを用いて、てんかん様発火に対するアセチルコリン受容
体活性化の影響を明らかにすることを目的として異なる濃度のカルバコールの効果を検討
した。また、その効果をもたらす神経機構ならびに関与する受容体についても検討した。ま
た本研究結果に基づき、てんかん波誘導抑制法に関する提案を行いたい。 
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第2章 実験方法 
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第1節 人工脳脊髄液 
 海馬スライス標本の保存あるいはコントロール状態で実験を行う場合の灌流溶液として
人工脳脊髄液（Artificial Cerebrospinal Fluid；ACSF）を使用した。ACSF の組成は以下
のとおりである。 
（単位; mM）: NaCl 124、KCl 5、NaH2PO4 1.25、MgSO4 2、NaHCO3 26、Glucose 10、
CaCl2 2。ACSF は実験に先立って高濃度のストック溶液を用いて毎回新しく調整し、
95%O2-5%CO2混合ガスを通気し飽和させ使用した。 
 
第2節 海馬スライス標本の作製 
 本研究は、九州工業大学動物実験委員会の承認（承認番号：10-13）を得て行われた。実
験には、オスの Wistar ラット（3～5 週齢、80-200 g）を用いた。ジエチルエーテルによる
吸引麻酔後に心臓かん流を行い、速やかに開頭して脳を摘出した。摘出後、脳は 95%O2-
5%CO2混合ガスを通気し氷冷した ACSF 中に保存し十分に冷却した。冷却した脳を左右半
球に分離し、海馬を含む直方体にトリミングしてマイクロスライサー（堂坂 EM 社製 
D.S.K Microslicer Zero-1）を用いてスライスを行った。海馬の長軸方向と垂直になるよう
な厚さ約 450 m の海馬スライス標本を作製した。作製したスライス標本は、95%O2-5%CO2
混合ガスを通気し、33.5 ± 1℃に保たれた ACSF で灌流した測定チャンバー（図 2-1）へ
移動させた。 
スライス作製時の衝撃から回復させるため、スライスをチャンバーに移動させてから 1時
間以上経過後に測定を開始した。チャンバーは、95%O2-5%CO2 混合ガスを通気し温度を
24 
 
33.5 ± 1℃に保った ACSF で常時灌流された。ACSF の灌流はマイクロチューブポンプ
（東京理化 EYELA MP-3N）を用いて行い、流速を 1.5 ml/min に保った。スライスはチャ
ンバー流路上に置いた小さく切ったメガネクリーナーの上に乗せインターフェイスの状態
を保ち、チャンバーに蓋をして水蒸気を含んだ 95%O2-5%CO2 混合ガスを充満させた状態
で常に酸素を供給しつつ測定を行った。 
 
          図２－１ 実験チャンバー 
第3節 電場電位記録及び刺激 
 海馬スライス CA3 領域において、2M NaCl を充填したガラス微小電極（1-2 MΩ）を用
いて細胞外電位記録を行った。電極の配置を図 2-2 に示す。自発的な集合電場電位であるピ
クロトキシン誘導てんかん様発火及びカルバコール誘導電位振動は、図 2-2（左）に示した
ように、CA3 錐体細胞体層に配置し記録した。刺激実験においては、図 2-2（右）に示した
ように、刺激電極としてシャーファー側枝に外形 300 mm の同心円双極性電極 （FHC 社
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製、CBDPF75）を配置し、CA3 放線層に記録電極を配置して逆行性に錐体細胞を刺激する
事で活動電位を誘発して刺激誘発性の pEPSP を記録した。刺激の強さは pEPSP の振幅が
最大振幅の 50~60%となるよう、60~300 A に設定した。刺激パルスの持続時間は 100 msec
とした。各濃度のカルバコール投与（20 分間）の最終 6 分間で、60 秒ごとに刺激を行った。
伝播速度計測のための 2 点同時記録では、約 1 mm の間隔で図 2-2（下段）に示した CA3a
及び CA3b 領域にそれぞれガラス微小電極を配置し、細胞外電位記録を行った。 
 
 
 
図２－２ 電極の配置 
錐体細胞体層での記録（上段左）、刺激実験時の放線層での記録（上段右）及び錐体細胞体
層における 2 点記録（下段）の電極配置を示す。青が記録電極、赤が刺激電極を示す。 
 
てんかん波及びカルバコール誘導振動の記録には記録電極から得られた電気信号は増幅
器（Cygnus Technology 社製、ER-1 Extracelluar Amplifier）を用いて 1000 倍に増幅し、
1 Hz のハイパスフィルタ及び 0.3 kHz のローパスフィルタを通した。pEPSP の記録につ
CA3a 
CA3b 
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いては 1 Hz のハイパスフィルタ及び 30 kHz のローパスフィルタを通した。DIGIDATA 
1322A（AXSON Instruments）を介して、データ測定ソフトウェアとして pClamp10.0
（AXSON Instruments）を用いて、てんかん波及びカルバコール誘導振動の記録はサンプ
リング周波数 1 kHz でコンピュータに取り込んだ。また pEPSP の記録についてはサンプ
リング周波数 10 kHz で取り込んだ。 
 
第4節 薬理学的操作 
 海馬スライスにおいててんかん様発火を誘導するために、Cl-チャネルブロッカーである
ピクロトキシン（100 ）を継続的に投与した。ピクロトキシンによりてんかん様発火が
誘導された海馬スライスに対するコリン性作動薬であるカルバコールの投与は、ピクロト
キシン投与開始の 30 分後からで開始し、分毎に、、と濃度を上昇させた。
選択的なアセチルコリン受容体阻害薬である硫酸アトロピン及び D-ツボクラリンについて
は、カルバコール投与の分前から投与を開始した。薬理学的操作手順を図に示す。使
用した薬品はすべてジャパンシグマから購入した。

図２－３ 薬理学的操作の手順
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第5節 データ解析 
 データ解析は、Clampfit（AXSON Instruments）を用いて行った。てんかん様発火の周
波数は、正電位のピーク間のインターバルの逆数として解析した。てんかん様発火の振幅は
正の peak から負の peak で解析した（図 2-4：上段）。高濃度カルバコールにより図 2-4
（下段）のような間欠的に現れる持続的振動が誘導される。本論文で“バースト”という用
語を用いる場合はこの持続的振動を指すものとし、集合スパイク（population spike; PS）
が 5 PS/1 sec 以上である細胞外電位振動をバーストと定義する。〇で囲んだような 1 つの
バーストは 10 sec 程度持続するが、バースト開始後約 2000 msec で周波数は定常状態とな
るため、安定した周波数を観察できる 2000～3000 msec 後の 1000 msec 間を周波数解析の
範囲とした。この範囲を用いて高速フーリエ変換により個々のバースト内のピーク周波数
を計測した。振幅についても周波数と同一の範囲で正の peak-から負の peak の解析を行っ
た。また、1 つのバーストの開始から終了までの時間を持続時間、バーストが終了した時点
から次のバーストの開始までの時間をインターバーストインターバル（IBI）として解析し
た。 
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図２－４ てんかん様発火（上）及びカルバコール誘導振動（下）の解析方法 
上段：てんかん様発火の波形を左に、丸印部分の拡大図を右に示す。下段：左はカルバコー
ル誘導振動の波形を示す。下にその拡大図を示す。右は丸印のついたひとつのバースト中の
周波数経時変化である。 
 
 
刺激による pEPSP については、シナプス前終末の一斉発火を反映した陰性電位（線維斉
射）に続く立ち下がりの 1 msec 間を最小二乗直線で近似して pEPSP の傾きとし、この傾
きを用いて pEPSP の大きさを評価した（図 2-5）。 
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図２－５ pEPSP の解析方法  
黒矢印部分は刺激のアーチファクト、青矢印部分は線維斉射を示す。図中赤線部が計算し
た傾きを持つ最小二乗直線である。 
 
 
解析において、相対値はカルバコール投与前 5 分の記録で得られた平均値を 1 として、
各濃度のカルバコール投与後 15～20 分の平均値を相対比として示した。 
伝播速度の計算のため、CA3a 及び CA3b の 2 点記録のデータについて、100 msec 間の
相互相関解析を行った。ベースラインから相互相関ピークまでの時間差を⊿lag とし、 
伝播速度(mm/msec) ＝電極間距離（1 mm）／⊿lag（msec） 
として計算した。 
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第3章 実験結果 
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第1節 ピクロトキシン誘導てんかん様発火に対するカルバコールの作用 
 海馬スライスにピクロトキシン（100 ）を投与すると、先行研究[33]に見られるよう
な周期的なてんかん様発火（interital 様発火）が誘導された（図 3-1 上段）。ピクロトキ
シン投与 30 分後のてんかん様発火の平均周波数は 0.06 ± 0.01 （平均値±標準平均誤差）
Hz、平均振幅は 5.0 ± 0.4 mV ならびに平均持続時間は 199 ± 14 msec であった（n=5）。 
アセチルコリン受容体の活性化がてんかん様発火に及ぼす影響を明らかにするために、
ピクロトキシンによりてんかん様発火が誘導された海馬スライスに対してカルバコールの
投与を行った。カルバコール濃度を 20 分毎に漸増し、てんかん様発火のカルバコール濃度
依存的な変化を観察した。カルバコールの投与は 1、5、10 の濃度でてんかん様発火の
周波数を増加させるとともに振幅を減少させた（図 3-1）。これらの変化はいずれも濃度依
存的であった。 
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図 ３－１ ピクロトキシン誘導てんかん様発火に対するカルバコールの作用 
ピクロトキシン誘導てんかん様発火（上段）に対するカルバコール 1、5、10、30 の投
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与による細胞外電位変化を示す。下段右はカルバコール誘導β振動の拡大図であり下段左
は振動に対する FFT スペクトルである。スケールバー; 20 sec、2 mV（上）、200 msec、
0.5mV（下）。 
 
カルバコール投与前のてんかん様発火の周波数及び振幅の値を 1 とした場合のカルバコ
ール 1、5、10 存在下における相対値を図 3-2 に示した。周波数は各々2.82 ± 0.15、
7.62 ± 0.85 及び 10.02 ± 0.97 であり、振幅は各々0.85 ± 0.07、0.70 ± 0.06 及び 0.42 
± 0.04 であった。カルバコール 5 及び 10 において、周波数の増加及び振幅の減少
について有意差が示された（n=5）。 
 
図３－２ てんかん様発火の周波数及び振幅のカルバコール濃度依存的変化 
カルバコール 1 ~10 投与時に、てんかん様発火の周波数の増加（左）及び振幅の減少
（右）が観察された（n=5）。*p < 0.05、***p < 0.01 (ANOVA with post-hoc Schefe’s test)。 
 
海馬スライスに対するより高濃度のカルバコールの投与は、てんかん様発火とは異なる
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細胞外電位振動すなわち間欠的に生じ 10 sec 程度持続するバーストを誘導した。カルバコ
ール 10 の投与下では、スライス 5 枚中 3 枚でてんかん様発火の間にバーストが時折現
れた。カルバコール濃度を 30 まで上昇させると、このバーストはてんかん様発火と完
全に置き換わった（図 3-1、n=5）。 
 カルバコールにより誘導されたバーストについて解析を行ったところ、カルバコール 10 
で発生したバーストの平均周波数は、 ± 1.10 Hz（n=3）でθ周波数帯域に属する
神経振動であった。一方、カルバコール 30 投与時のバーストの平均周波数、振幅及び持
続時間は各々15.50 ± 0.75 Hz、1.38 ± 0.25 mV 及び 9.91 ± 0.77 sec（n=5）であった。
また、IBI は 19.73 ± 3.23 sec であった。この振動の周波数は波帯域に属した。2006 年
に新井と夏目はカルバコールによりラット海馬スライスで周波数帯域の間欠的振動が生
じることを報告しており[34]、これをカルバコール誘導振動と呼んでいる。本研究で観察
された振動も同様の性質を有しており、ピクロトキシン誘導てんかん様発火がカルバコー
ル投与により振動に置き換わったことが示唆される。カルバコール投与開始前に記録され
たてんかん様発火とカルバコール誘導振動の振幅を比較すると、カルバコール誘導振動
の振幅が有意に小さかった（n=5）。先行研究より、多数の神経細胞が同期的に発火するこ
とによって、振幅の大きな局所電場電位が発生することが示唆されている[14][35]。 
ピクロトキシンは Cl-チャネルブロッカーであり GABAA 受容体を介した抑制性神経伝達
を阻害する。そこで、GABAB 受容体の関与があるか調べるために、GABAB 受容体拮抗薬
であるサクロフェン（10 ）の投与下でを海馬スライスにカルバコール（30 ）を投与
したが、振動の誘導は阻害されなかった（図 3-3）。
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図３－３：サクロフェンとカルバコールの同時投与 
picrotoxin 誘導てんかん様発火を誘導した海馬スライスにおけるサクロフェンの投与は、
カルバコール誘導β振動の発生に影響を与えなかった。スケールバー; 50 sec、5 mV。 
 
第2節 pEPSPに対するカルバコールの作用 
 脱抑制モデルによるてんかんにおいては、錐体細胞間の興奮性シナプスを介した結合が
強化されていることが報告されている[36]。CA3 領域は豊富な興奮性の再帰性神経回路を
含んでおり、神経細胞の同期活動に重要な役割を果たすと考えられている[37]。アセチルコ
リンは海馬錐体細胞において複数の種類の K+チャネルを阻害することにより膜を脱分極さ
せ、神経細胞を興奮させるが[38]、同時にプレシナプスにおけるグルタミン酸を抑制するこ
とも報告されている。先行研究において、カルバコールが海馬においてプレシナプスのグル
タミン酸放出の抑制を通じて pEPSP を抑制することが分かっており[39][40]、てんかん様
発火に対してカルバコールを投与した場合も同様の pEPSP の抑制が起きている可能性が
saclofen 10 M + carbachol 30 M picrotoxin 
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考えられる。 
 そこで、てんかん様発火誘導後の海馬スライスにおいても pEPSP が抑制されるかどうか
を調べるため、シャーファー側枝の刺激実験を行いカルバコール投与後の再帰性神経回路
シナプスにおける pEPSP の変化を観察した。本実験においても、前節と同様のカルバコー
ル濃度を漸増させるプロトコルを用いた。結果として、カルバコールは刺激誘発性の pEPSP
を濃度依存的に減少させた（図 3-4）。 
 
 
図３－４ CA3 再帰性神経シナプスにおけるカルバコールの pEPSP への作用 
ピクロトキシン誘導てんかん様発火の存在下で刺激により誘発された pEPSP（上段左）及
びカルバコール投与による pEPSP の変化を示す。立ち下がり（白矢印）部分の傾きを解析
した。黒矢印は刺激のアーチファクトを示す。スケールバー；2 msec、0.5 mV。 
 
カルバコール投与前の pEPSP の傾きを 1 とした相対的な傾きは、カルバコール 1、5、10
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及び 30 M 存在下で各々0.597 ± 0.032、0.412 ± 0.017、0.289 ± 0.013 及び 0.135 ± 
0.009 であり、すべての濃度において有意な減少が認められた。pEPSP の傾きの減少はカ
ルバコールのウォッシュアウトによって 0.680± 0.021 まで回復した（n=6）。 
 
 
図３－５ pEPSP 傾きのカルバコール濃度依存的な減少 
***p < 0.01 (ANOVA with post-hoc Schefe’s test)、n=6 
 
第3節 アセチルコリン受容体のサブタイプ 
 以上の結果から、カルバコールによるアセチルコリン受容体の活性化を通じて、海馬 CA3
神経回路における自発的発火及び刺激誘発性の応答が変化することが明らかになった。カ
ルバコールはニコチン性アセチルコリン受容体及びムスカリン性アセチルコリン受容体の
両方に作用するコリン作動薬である。そこで、選択的アセチルコリン受容体阻害薬を用いて、
どちらの種類のアセチルコリン受容体がこれらのカルバコールの作用に寄与しているかを
検討した。まず、てんかん様発火誘導後、カルバコール投与に先立ちムスカリン性アセチル
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コリン受容体阻害薬であるアトロピン（30 M）を 10 分投与した。その後カルバコールを
投与したところ、カルバコール投与下で見られたてんかん様発火の周波数の増加及び振幅
の減少は阻害された。周波数及び振幅は多少の増加が見られたものの、いずれの濃度におい
ても有意差はなかった。また、アトロピン存在下で、カルバコールは 10 M 以上の濃度で
もθ振動またはβ振動を誘導しなかった。アトロピン存在下でのてんかん様発火の相対周
波数は、カルバコール 1、5、10 及び 30 M で各々0.97 ± 0.05、1.11 ± 0.07、1.15 ± 0.09
及び 1.19 ± 0.06 であり、相対振幅は各々1.07 ± 0.06、1.09 ± 0.06、1.11 ± 0.06 及び 1.14 
± 0.06 mV であった。 
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図３－６ てんかん様発火へのカルバコールの作用に対するアトロピンの影響 
アトロピンはカルバコールの作用を阻害した。スケールバー；20 sec、5 mV。 
 
図３－７ アトロピン投与実験におけるてんかん様発火の周波数及び振幅の解析（n=6） 
 
また、pEPSP についても同様であり、アトロピン存在下でカルバコールはいずれの濃度
においても pEPSP の傾きを減少させなかった。 
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図３－８ pEPSP へのカルバコールの作用に対するアトロピンの影響 
 
図３－９ アトロピン投与実験における pEPSP 傾きの解析（n=6） 
 
次に、ニコチン性アセチルコリン受容体阻害薬である D-ツボクラリン（50 M）の投与
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実験を行った。D-ツボクラリン存在下で、カルバコールは濃度依存的にてんかん様発火の周
波数を増加させ、振幅を減少させた。カルバコール 1、5 及び 10 での相対周波数は各々
2.13 ± 0.05、4.20 ± 0.23 及び 8.54 ± 0.69 であり、相対振幅は各々0.96 ± 0.05、0.85
± 0.06 及び 0.50 ± 0.03 であった。周波数については 1、5 及び 10 で有意な増加が見
られ、振幅については、5 及び 10 で有意な減少が見られた。
 
図３－１０ てんかん様発火へのカルバコールの作用に対する D-ツボクラリンの影響 
スケールバー; 20 sec、2 mV。 
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図３－１１ D-ツボクラリン投与実験におけるてんかん様発火の周波数及び振幅の解析 
*p < 0.05、***p < 0.01 (ANOVA with post-hoc Schefe’s test)、n=7 
 
また D-ツボクラリン存在下で、カルバコールは pEPSP を濃度依存的に減少させ、すべて
の濃度で pEPSP の傾きの有意な減少が認められた。相対的な pEPSP の傾きはカルバコー
ル 1、5、10 及び 30 M で各々0.587 ± 0.035、0.570 ± 0.042、0.289 ± 0.043 及び 0.321 
± 0.045 であった。カルバコールのウォッシュアウト後に傾きは 0.816± 0.051 まで回復
した（n=4）。 
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図 ３－１２ pEPSP に対するカルバコールの作用に対する D-ツボクラリンの影響 
スケールバー; 2 msec、0.5 mV。 
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図 ３－１３ D-ツボクラリン投与実験における pEPSP 傾きの解析 
***p < 0.01 (ANOVA with post-hoc Schefe’s test)、n=4 
 
第4節 てんかん様発火及びカルバコール誘導β振動の伝播特性 
 これまでの実験において、カルバコール高濃度でてんかん様発火がβ振動に置き換わる
ことが示されたため、同一のスライスを用いててんかん様発火とβ振動を直接比較するこ
とが可能であることが分かった。多くの場合、てんかん発作時には過剰放電が脳の広範囲に
わたって伝播し、特に部分発作から二次性全般化発作への進展等では、てんかん焦点から大
脳全体への過剰放電の伝播が認められる。てんかん様発火においては、過剰かつ同期的な神
経発火から速い速度で伝播することが予想されるが、β振動においては pEPSP も減少して
おり、両者の伝播には違いがあるのではないかと考えた。そこで、てんかん様発火とβ振動
において、伝播の速度及び傾向を調べるため、CA3a 領域と CA3b 領域の 2 点同時記録を行
い、てんかん様発火とβ振動で比較を行った。図 3-14 に両者の図を示す。 
 2 点間の相互相関解析により、てんかん様発火及びβ振動のいずれもピーク値は time 0
にはなく、time 0 からの時間差があることが示された。また、両波形はいずれも CA3b の
波形が CA3a に先行しており（図 3-14）相互相関解析におけるピークが負にあった。⊿lag
はてんかん様発火で 3.05 ± 0.35 msec、β振動で 6.88 ± 0.66 msec であった（n=8）。こ
の⊿lag より伝播速度を算出したところ、てんかん様発火と比較してβ振動で有意に小さか
った（図 3-16）。 
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図３－１４ てんかん様発火及びβ振動の 2 点記録 
てんかん様発火及びβ振動の CA3a（上）及び CA3b（下）の 2 点記録を示す。下段は拡大
図である。 
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図３－１５ てんかん様発火及びβ振動の相互相関解析 
 
 
図３－１６ てんかん様発火とβ振動の伝播速度の比較 
（Paired t-test, p*<0.05, n=8） 
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第4章 考察 
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第1節 考察にあたって 
本研究では、ラット海馬スライスの CA3 領域においてカルバコールの投与実験を行い、
カルバコールの濃度によってピクロトキシン誘導てんかん様発火に対する影響が大きく異
なることを示した。カルバコールの効果としては、大きく 2 種類に分けられた。相対的低濃
度（概ね 10 M まで）のカルバコール投与は、てんかん様発火の周波数を増加させ振幅を
減少させることが明らかになった（図 3-1、図 3-2）。カルバコール 10 M ではてんかん様
発火に混じってθ振動が現れ、カルバコール 30 M まで濃度を上昇させるとカルバコール
誘導β振動がてんかん様発火に代わって現れた（図 3-1）。さらに、てんかん様発火とβ振
動の伝播特性の違いが明らかになった。まず各実験の結果について考察し、第 7 節で全体
をまとめたモデルを示す。 
 
第2節 カルバコール投与後のてんかん様発火特性の変化 
まずカルバコールによるてんかん様発火特性の変化について検討する。通常、てんかん様
発火の周波数増加はてんかんの悪化と関連づけて考えられることが多い。臨床例において
interictal 波の周波数増加がてんかんの悪化と関連しているという報告がある[41][42]。そ
のため、周波数の面から考えると本研究の結果はカルバコールによっててんかん様発火が
促進されたと考えられる。しかしピクロトキシン誘導てんかん様発火では非常に多数の海
馬錐体細胞が同期発火していると考えられ、本実験においててんかん様発火の振幅はカル
バコール濃度依存的に減少したことから、カルバコールによるアセチルコリン受容体の活
性化を通じて同期的発火に関与する錐体細胞の数が減少した可能性が考えられる。そのた
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め、てんかん様発火の振幅に着目すると、てんかん様発火における神経細胞の同期性は低下
する方向に向かっていることが示唆される。そのため、この周波数の増加と振幅の減少は矛
盾する現象のように見える。可能性として、脳波における脱同期と類似した現象が海馬神経
回路内で生じているのではないかと考えた。皮質脳波の脱同期は REM 睡眠時や覚醒時に認
められ、脳幹からのコリン性入力の活性化を介していると考えられているが、脱同期化が進
むと脳波の低振幅速波化が認められる[17]。脳波も細胞外集合電位記録の一つであり、頭皮
上又は深部電極により脳内で計測される脳波信号は、主として同期的なシナプス後電位を
反映しており[43]、それによって脳波の振幅が決定されると考えられている[44][45]。海馬
スライスの集合電場電位においても、同期的な神経発火は高振幅の集合電位としてとらえ
られる。本研究の結果は、カルバコールの投与によるアセチルコリン受容体の活性化を通じ
て、海馬錐体細胞の神経回路網における非同期化が進んだことを示しているのではないか
と考えた。 
 アセチルコリンは、錐体細胞膜上の KMチャネルを閉じて細胞膜を脱分極させる。海馬
スライスへの低濃度カルバコール投与時に、細胞外電位が記録される前から CA3 錐体細胞
の細胞内記録において不規則な自発発火が見られることが報告されている [32]。アセチル
コリン受容体の活性化による錐体細胞の興奮性の増大は、錐体細胞における自発発火の可
能性を高めると考えられる。こうした興奮性の調節はてんかん様発火の周波数を増加させ
る可能性がある。一方で、アセチルコリン受容体の活性化により pEPSP が抑制されたとい
う結果と合わせると、個々の神経細胞における自発発火の促進と興奮性シナプス伝達の減
弱とが並行して進行することにより、神経細胞の非同期化が進んだという可能性が考えら
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れる。すなわち、この両者により、単一錐体細胞レベルでの活動性は上がるが錐体細胞集団
における同期性は低下し、より小集団の錐体細胞集団による同期的活動が高頻度で見られ
るようになるということが考えられる。第 7 節においてモデル図を示す。 
 
第3節  カルバコール誘導振動に関する検討 
 ピクロトキシンによりてんかん様発火を誘導した海馬スライスにおいて、カルバコール
30 M でβ振動が誘導された結果は、過去の in vivo の研究におけるθ波の発生によるてん
かん波の抑制に類似するものかもしれない[28][29]。これらの研究では、ラットの海馬にお
いててんかん波は明確にθ波へと変化し、それとともにてんかん発作の抑制が観察された。
この結果により、θ波の「機能的状態」が抗てんかん作用を有していることが示唆されてい
るが、本研究の結果により、β波によっても類似の抗てんかん作用がもたらされる可能性が
示唆された。 
先行研究におけるてんかん抑制効果は、中隔からのコリン性及びグルタミン酸性神経投
射を介して海馬の抑制性介在神経細胞が興奮することによると考えられている[20]。本研究
では海馬スライスでθ振動及びβ振動を誘導して同様の抑制効果が得られたことから、中
隔－海馬投射経路を介したてんかん抑制機構に加え、海馬内で抗てんかん状態を作り出す
機構も存在する可能性が示唆される。海馬錐体細胞では、θ周波数帯域の内因性の膜電位振
動が生じることが報告されており[46]、さらにθ周波数帯域の入力に対して高い応答を示す
錐体細胞が存在することが分かっている[47]。そこで、カルバコールによる持続的振動の発
生領域に近づくと自発的な膜振動を示す錐体細胞が現れ、近傍の錐体細胞が共振して集団
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として同期的な振動が見られるようになることが考えられる。このとき、θ振動やβ振動を
発生する錐体細胞集団は過剰な同期状態であるてんかん様発火と比較してより小さいもの
と推察される。そこで、θ振動またはβ振動が発生する条件が揃った場合、θ振動またはβ
振動としての同期的活動が開始され、てんかん様発火まで至らないという可能性が考えら
れる。 
 カルバコール誘導振動の特性に関する Williams と Kauer の報告において、海馬スライ
スにおけるカルバコール誘導振動は、in vivo のθ波というよりむしろ Interictal 波に近い
ものではないかという考えが示されている[48]。この結論は、海馬スライスのカルバコール
誘導θ振動の発生が CA3 領域の錐体細胞の発火に依存していること等に基づくものである。
しかしながら、本実験の結果に見られたように、カルバコールの投与により誘導された電位
振動は、最初に誘導された Interictal 波とは大きく異なっていた。Interictal 波の持続時間
について明確に定まった基準はないが、250 msec 以下のように定義されることが多い
[49][50]。それに対して、カルバコール誘導振動は 10 sec 程度持続する持続時間の長い振動
であった。アセチルコリン受容体の活性化と記憶学習過程の関連については後述するが、神
経ネットワークで生成される神経振動の特性において、カルバコール誘導振動は、Interictal
波とは異なるものであると考えられる。 
また、カルバコール誘導振動について、その持続時間から ictal 波に近い性質のものでは
ないかという議論もあり得る。しかし、海馬スライスの CA3 において誘導されるてんかん
様発火はほとんどが持続時間の短い interictal 波であるのに対して、カルバコール誘導振動
は安定した持続的電位振動であり、カルバコール誘導振動との ictal 波との違いを示唆して
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いる。また、カルバコール誘導β振動では 13-20 Hz まで周波数が上がっており、アセチル
コリン受容体の活性化を通じて多様な神経振動が誘導されることを示している。 
 
第4節 pEPSPに対するカルバコールの作用の検討 
 海馬 CA3 の再帰性神経回路における pEPSP の減少は、海馬においてカルバコールで
pEPSP が抑制されたという過去の研究と整合性のある結果であった[51][52]。本研究によ
り、ピクロトキシン誘導てんかん様発火の発生下でもカルバコール濃度依存的に pEPSP が
抑制されることが明らかになった。 
てんかん様発火において神経細胞が同期する機序として、ある錐体細胞からの発散回路
によって結合する複数の錐体細胞が興奮し、さらに同様な正のフィードバックを繰り返す
ことにより多数の神経細胞が同期してくるというモデルが示されている。この chain 
reaction と呼ばれる過程には、興奮性再帰性回路における十分な強さのシナプス結合が必
要とされる[23]。そこで、pEPSP が抑制されることにより、この同期発火の回路の広がり
が抑えられることが考えられる。また、ピクロトキシンてんかんにおいて、IPSP の減少に
よってもたらされる海馬 CA3 錐体細胞への反復的な興奮性入力があり、それに起因して
PDS が生じることが報告されている[33]。EPSP の抑制によってこの反復的な興奮性入力
が減弱し、錐体細胞で PDS が発生しにくくなる可能性が考えられる。そのような機構を介
して、細胞外で見られる個々の interictal 様発火に寄与する錐体細胞の数が減少するのでは
ないだろうか。 
第 2 節で述べたような非同期化によるタイミングのずれは細胞外電位における周波数の
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増加につながると考えられるが、神経伝達物質の放出量の減少も周波数の増加に寄与して
いる可能性がある。in vitro の海馬 CA3 において、その同期的発火のインターバルの決定
に重要な要素は、リカレントシナプスにおける放出可能なグルタミン酸小胞の数及び小胞
の放出確率であるという考えが提案されている[53]。てんかん様発火の発生時は、PDS の
発生に伴って活動電位が高周波数で群発することによりプレシナプスから大量のグルタミ
ン酸が放出され、神経伝達物質が枯渇することにより同期的発火が終了すると考えられて
いる[53]。そのため、ムスカリン性アセチルコリン受容体の活性化を介して PDS が発生し
にくくなることや PDSの持続時間が短くなる等により放出されるグルタミン酸の量が減少
し、放出可能なグルタミン酸小胞が補充されるまでに要する時間が短縮するために周波数
が増加した可能性が考えられる。個々の錐体細胞におけるバースト発火の頻度が上がるこ
と及び錐体細胞の非同期化が進むことで顕著な周波数の増加が見られるのではないかと考
えている。カルバコールによって pEPSP は抑制されるが、同時にカルバコールは錐体細胞
樹状突起の HCN チャネルを抑制して過分極活性型電流（Ih）を減少させる。これにより樹
状突起の抵抗の増大及び EPSP の延長が起き、カルバコールによって EPSP の時間的加算
が促進される可能性が示唆されている[54][55]。プレシナプスからのグルタミン酸放出の抑
制により、単一錐体細胞に入力される個々の EPSP は減少していると考えられるが、より
多数の EPSP が広い時間窓で加算されることにより、活動電位を発生しやすい状態が作ら
れているかもしれない。カルバコール投与下では、海馬におけるアセチルコリン受容体の活
性化が個々の神経細胞の興奮性を増しつつも、再帰性回路を含む興奮性神経回路における
シナプス結合を調節することによって、より局所的な神経回路での情報処理が可能になっ
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ていると考えられる。 
 
第5節 ムスカリン性アセチルコリン受容体の関与 
アトロピンによってカルバコールの効果が阻害され、D-ツボクラリンでは阻害されなかっ
たことから、本研究で観察された一連のカルバコールの効果にはムスカリン性アセチルコ
リン受容体が関与していると考えられる。先行研究より、ムスカリン性アセチルコリン受容
体の活性化によりプレシナプスからのグルタミン酸の放出が抑制されることが明らかにな
っており、本研究における pEPSP の抑制もプレシナプスからのグルタミン酸放出抑制によ
るものと推察される。コリン性のグルタミン酸伝達抑制に関与するムスカリン性アセチル
コリン受容体のサブタイプについては、M1 受容体、M2 受容体及び M4 受容体のいずれに
ついてもそれぞれに関与を示唆する報告が存在する[56][57][58]。カルバコール投与下での
pEPSP 抑制に関与する受容体サブタイプについては、今後明らかにしていきたいと考えて
いる。本研究ではβ振動によるてんかん抑制効果が見られたが、β振動誘導には M1 受容
体、M3 受容体及び M4 受容体が関与することが分かっており[34]、β振動によるてんかん
様発火抑制には少なくともこれらのサブタイプの関与があるのではないかと考えられる。 
 
第6節 てんかん様発火とカルバコール誘導β振動の比較 －2点測定－ 
 β振動の伝播速度は、てんかん様発火と比較して有意に遅かった。海馬及び新皮質のスラ
イスで、脱抑制モデルてんかんにおいて興奮性シナプス伝達の抑制がてんかん様発火の伝
播速度を低下させることが報告されている[59][60]。また、ラット in vivo の実験において
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も、興奮性シナプス伝達の部分的抑制が海馬てんかん波の伝播速度を低下させることが示
されており[61]、本研究におけるてんかん様発火とβ振動との伝播速度の違いは 1 つにはカ
ルバコールによる pEPSP の減少に起因している可能性がある。また、本研究でβ振動はて
んかん様発火と比較してより小集団の神経細胞の同期的振動である可能性が示唆された。
広範囲にわたって錐体細胞が同期発火しているてんかん様発火と比較してβ振動では局所
的な同期振動がシナプス結合を介して伝わっていくと考えられるため、局所的な伝播と興
奮性シナプス結合の減弱によりゆっくりとした伝播になる可能性が考えられる。こうした
伝播特性の違いは、病理的な脳波であるてんかん波と記憶学習等の機能に関わるβ波の違
いを示しているのかもしれない。 
本解析では 100 msec 間の相互相関を解析したが、カルバコール誘導β振動において持続
的振動内の個々の発火に着目しても、それぞれの発火にはCA3bからCA3a方向へ伝播し、
またてんかん様発火と比較して伝播速度が遅い傾向が認められた。そのため、相互相関解析
の結果は、個々の発火の傾向と整合性のあるものであった。 
 
第7節 モデル及び生体との対応についての検討 
これまでの考察より、全体として次のようなモデルを考えている。図 4-1 にモデル図を示
す。てんかん様発火の状態では、再帰性回路の興奮性シナプス結合が強く保たれており、多
数の錐体細胞同士の結びつきが増強されている。カルバコール低濃度すなわちアセチルコ
リン受容体活性化の程度が低い状態では、海馬錐体細胞間の興奮性シナプス結合が減少す
るもののある程度の結合は保たれており、個々の錐体細胞の興奮性が増すことによってて
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んかん様発火の周波数増加がもたらされる可能性がある。さらにアセチルコリン受容体が
活性化されると、その活性化の程度に依存して錐体細胞間の興奮性シナプス結合が抑制さ
れ、錐体細胞ネットワークにおける非同期化が進み、てんかん様発火の振幅の減少及び周波
数の増加が顕著に見られるようになる。 
 
 
図４－１ ムスカリン性アセチルコリン受容体活性化を通じた海馬錐体細胞の同期性抑
制のモデル図 
三角は錐体細胞、爆発記号は EPSP を示す。発火に至った錐体細胞を黄色で示す。シナ
プス部の拡大図を下段に示している。 
 
また、このモデルにおける神経ネットワークの変化を電気生理的記録として見た場合に
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どのような信号になるか推察したイメージ図を図 4-2 に示す。細胞内記録において、てんか
ん様発火では図の左のような多数の錐体細胞が同期的に活動電位を出している状況だと考
えられる。アセチルコリン受容体の活性が高まると、右のように小集団の錐体細胞で活動電
位が同期するネットワークに変化するのではないかと考えている。細胞外集合電位ではこ
のようなネットワーク活動の変化を反映して低振幅速波化が見られるのではないだろうか。 
 
図４－２ 細胞内電位と細胞外集合電位を対応させたイメージ図 
 上段は個々の錐体細胞における細胞内電位を、下段は細胞外電位を示す。上段右の色分け
は、同期している錐体細胞のグループを示す。 
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さらにカルバコール濃度が上昇してθ振動が誘導されると一部てんかん様発火が抑えら
れ、β振動が誘導される領域まで達するとてんかん様発火が完全に抑えられる。これには、
興奮性シナプス結合の減弱に加え、細胞の内因性特性等も寄与しているかもしれない。さら
に本研究では、てんかん様発火とβ振動の伝播特性の違いが明らかになった。図 4-3 に示す
ように、β振動ではより限局した錐体細胞集団の活動がてんかん様発火と比較して低速度
で伝播していくと考えられる。これは、β波生成時には多様なニューロン集団による異なる
タイミングを利用した複雑な情報処理が行われるためではないだろうか。そのような神経
ネットワークの機能的状態は、異常な同期発火の高速な伝播に対する抑制効果を有するの
かもしれない。 
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図４－３ てんかん様発火とβ振動の伝播の違い 
 
青線は細胞体層、三角は錐体細胞を示す。CA3b から CA3a に向かって伝播している。 
 
考察したモデルと生体との対応関係については、まず、アセチルコリン濃度が低いときは
徐波睡眠時のようなてんかんが起こりやすい状態に対応するかもしれない。そして徐々に
アセチルコリン濃度が上昇し、β振動領域に達すると抗てんかん状態またはてんかん抑制
の領域に入るのではないだろうか。その領域からまたさらに濃度が上昇し、過剰かつ反復的
なアセチルコリン受容体の活性化が起こった場合、ピロカルピンモデルに見られるような
てんかん重責状態が誘発されると考えられる。つまり、振動の発生する領域を中心としてア 
CA3a 
てんかん様発火 
CA3b 
β振動 
CA3a 
CA3b 
63 
 
セチルコリン受容体の活性化の程度が下がる及び上がる方向の両方に向かっててんかん
の発生確率が増大するという可能性が示唆される。 
図４－４ アセチルコリン受容体の活性化とてんかんの発生確率の関係のモデル図 
 
ピロカルピンモデルてんかんの発生については M1 受容体の関与が示唆されている[62]。
カルバコールの作用との違いが生じる理由はまだ明らかではないが、カルバコールによる
β振動の誘導には M1、M3 及び M4 受容体の関与が示唆されており[34]、関与するムスカ
リン性アセチルコリン受容体サブタイプの違いや寄与の程度の違いが関わっている可能性
が考えられる。また、ピロカルピンモデルでは不明であるが、ある種のてんかんでニコチン
性アセチルコリン受容体サブユニットの変異が同定されている[63]。てんかんの誘発とてん
かん抑制という作用の違いに寄与しているアセチルコリン受容体の種類やサブタイプの違
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いについては今後明らかにしていく必要がある。 
海馬スライスへのカルバコール投与により、興奮性神経伝達におけるシナプス長期増強
が誘導されたという報告があり[64]、アセチルコリン受容体を介したシナプス可塑的変化が
生じることが示唆される。アセチルコリン受容体の活性化を通じた興奮性神経回路の調節
は記憶学習に関わっていると考えられ、θ波とてんかんの研究で示唆されたように一定の
機能的状態では神経細胞が非同期的に活動することで、てんかん発作が起きにくい状態が
作り出されている可能性が考えられる。 
 アセチルコリン濃度の変化は異なる種類の記憶学習過程に関与していることが示唆され
ている。REM 睡眠時や覚醒時のようなアセチルコリン濃度が高い状態では、ムスカリン性
アセチルコリン受容体を介して再帰性回路における興奮性シナプス伝達が強く抑制される
とともに、ニコチン性アセチルコリン受容体を介して内嗅領皮質から海馬への求心性入力
が入りやすい状態となることで記銘に適した状態が作り出されるという考えが提案されて
いる。それに対し、徐波睡眠時のようなアセチルコリン濃度が低い状態では、求心性入力が
抑制されるのに対して CA3 領域では再帰性回路における結合が保持されて、相対的にフィ
ードバック結合が強化され記憶の固定に適した状態が作り出されるという考えが示されて
いる[3]。海馬スライスでカルバコール濃度上昇に伴って生じる細胞外電位変化は、このよ
うな異なる記憶学習過程に対応するものかもしれない。 
アセチルコリン受容体の活性化はてんかん様発火の特性を変化させ、また抑制したこと
からてんかん様発火のような強い同期活動を示す神経ネットワークに対しても調節作用を
もたらすことが示唆される。序論で記載したように、カルバコールは海馬スライスにおいて
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その濃度により周波数や持続時間の異なる神経振動を誘導するが、アセチルコリンを介し
たこのような神経活動はてんかん様発火における神経活動も巻き込むような強い影響力を
及ぼすものと考えられる。コリン性の刺激がこのように多様な同期発火のパターンをもた
らすことは、ヒトや動物でてんかん発作が発生しやすい状態と抵抗性の状態があること、並
びにこれまで行われてきた研究において、アセチルコリン受容体がてんかんを促進するま
たは抑制するという異なった結果が報告されていることの 1 つの原因となっているかもし
れない。 
 本研究ではてんかん抑制の機構として主に興奮性神経ネットワークについて検討したが、
近年、海馬を含む複数の領域で、ムスカリン性アセチルコリン受容体の活性化及び細胞内カ
ルシウム濃度上昇の条件の下で生じる、神経細胞の内因性持続発火が報告されている[65]。
このような神経細胞の内因性特性が持続性神経発火の周波数調節に寄与している可能性が
示唆されており、通常、細胞に電流刺激を与えた場合、刺激が加えられる間のみ発火が続く
のに対し、アセチルコリン受容体の活性化により刺激終了後も発火が続く現象が認められ、
これはシナプス伝達によらない神経細胞の内因性持続性発火であることが示されている。
この特性は、神経ネットワークのシナプス伝達が弱められた状態でも個々の神経細胞にお
ける持続的発火により再帰性回路によらない持続性発火を可能にし、本研究で見たような
神経回路特性の変化とともに、アセチルコリン受容体による神経同期性の調節に関与して
いる可能性が考えられる。 
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第8節 てんかん波誘導抑制について 
本研究結果より、ラット海馬スライスにおいて脱抑制剤であるピクロトキシンによって
誘導されたてんかん波が、カルバコールの濃度依存的に抑制される事が明らかになった。海
馬における神経調節因子であるアセチルコリンの組織内濃度は、主に中隔由来のアセチル
コリン作動性神経によって制御されていると考えられている。従って、中隔に刺激電極を刺
入し、もしてんかん波発生前に中隔のコリン作動性神経を活性化させ、海馬内アセチルコリ
ン濃度を上昇させることができれば、てんかん波を抑制させる事が出来るかもしれない。海
馬神経振動について考えた場合、本研究ではカルバコール濃度の上昇に伴ってθ振動及び
β振動の発生があったが、θ振動発生時と比較するとβ振動発生時においてより強いてん
かん様発火抑制効果が見られた。そこで、生体においてθ波と比較してβ波発生時により強
いてんかん抑制効果が現れることはあり得るかもしれない。中隔を介した海馬アセチルコ
リン濃度の調節は、てんかん治療の有力な候補の一つとなるのではないだろうか。 
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 本研究は、抑制性の神経伝達を遮断した脱抑制てんかんでの実験であったが、海馬のア
セチルコリン受容体の活性化には、本来抑制性介在神経の作用を強める働きも見られる。そ
のため、他のてんかんモデルにおいても興奮性及び抑制性神経回路の両面からてんかん様
発火を抑制できる可能性がある。 
アセチルコリンは、興奮性及び抑制性両方の調節に関わっており、それにより複雑な情報
処理を実現していると考えられる。生体におけるコリン作動性システムの興奮と抑制のバ
ランスは、生理的条件下において重要であり、またコリン作動性神経を活性化したときにて
んかん様発火を抑制する促進するかを決める鍵になるのではないだろうか。中隔－海馬コ
リン性システムを介したてんかんの制御には慎重な条件設定が必要だと考えられるが、実
現できれば現在の GABA 増強剤等の薬剤抵抗性のてんかん患者においても、新たな治療の
可能性を考えることができるかもしれない。近年、アセチルコリン作動性システムを介した
てんかんのコントロールという考えに基づき、中隔や脳幹の脳深部刺激ならびに細胞療法
といった新たな治療法の研究が進められている[66][67][68]。てんかんにおけるアセチルコ
リン作動性システムのさらなる理解は、てんかんを制御するための条件を明らかにするた
めに重要だと考えられる。本研究で用いたカルバコール誘導の神経発火パターンの変化は、
てんかんのコリン性システムを介した制御の神経機構を研究するための手段となるかもし
れない。 
本研究ではアセチルコリン受容体の活性化が脱同期をもたらす可能性及び海馬において
β波が抗てんかん効果を有する可能性が示唆されたが、どの要因がどれだけてんかんの抑
制に寄与しているかということはまだ明確にはなっていない。In vivo 実験においてβ波に
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よりてんかん波が抑制されるかという研究を含め、アセチルコリン作動性神経とてんかん
抑制との関係についてさらに明らかにしていくことは、より良い治療法の発展につながる
ものと考えている。 
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